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专题: 软物质研究进展
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传统的分子生物学实验方法基本都是系综的方法, 测量的信号来自大量的生物分子的平均响应, 这不利
于得到生物分子的构象转变与功能的动力学细节. 另外, 很多生物大分子如细胞骨架蛋白、分子马达等在行使
功能的时候都会受到或者产生力的作用, 传统的实验方法也难于研究生物分子的力学响应. 最近 20年左右发
展起来的单分子操控技术可以实现对单个分子的操控, 同时测量单个分子在拉力作用下的力学响应. 最为常
用的单分子操控技术主要包括光镊、磁镊和原子力显微镜, 不同的技术有不同的特点和适用范围. 本文对几种
常用的单分子操纵技术的特点, 包括物理原理、可以施加的力的范围与精度、可以测量的分子长度范围与精度
等做一个系统的介绍. 另外, 单分子操控技术在生物大分子如核糖核酸 (DNA), 脱氧核糖核酸 (RNA)和蛋白
质的构象转变, 相互作用, 以及分子马达的功能机理等方面已经取得的丰富成果也给出概括性的介绍. 本文
对生物学家系统的了解单分子操控技术和如何应用该技术解决自己的生物问题提供一个有益的参考.

关键词: 单分子操控, 磁镊, 光镊, 原子力显微镜
PACS: 87.80.Nj, 82.37.Rs DOI: 10.7498/aps.65.188706

1 引 言

生物大分子在生命活动中处于核心的位置. 不
同于无机物和有机小分子, 生物大分子如蛋白质、
核糖核酸 (RNA)、脱氧核糖核酸 (DNA)、以及多糖
等是生物体所特有的, 他们共同组成了生命的基本
单元——细胞. 蛋白质、DNA和RNA是实现具体
生物功能的执行者和生命信息的载体. 随着生命科
学的蓬勃发展, 越来越多具体的生物过程需要理解
它们的分子作用机理 [1]. 这些生物大分子的构象
转变和相互作用决定了它们的生物功能. 因此, 理
解它们的作用机理需要精确测量它们在不同的化

学与物理环境下的构像转变以及相互作用 [2]. 生
物大分子的结构和功能吸引了生物化学、生物物

理领域的研究者的广泛兴趣, 各种不同的实验手
段被利用来研究生物大分子的结构和功能的分子

机理.
在生物体中, 生物大分子可以感受溶液中不同

的离子强度、pH值等而发生相应的构象变化 [3,4].
传统的生化方法可以用来研究在不同的溶液环境

下生物大分子的构象变化与相互作用. 传统的分
子生物学实验方法如凝胶电泳、光吸收谱、光散射、

晶体衍射等都需要测量样品里面包含宏观数目的

分子, 而测量得到的物理量是样品中所有分子的平
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均性质. 但是在生物大分子发生构象转变的过程
中, 不同的分子经常处于不同的构象, 而大量分子
的平均性质往往隐藏了这种分子之间的个性差别.
因此, 传统生化方法无法提供生物大分子构象与相
互作用的精密信息. 对于生物大分子的一些瞬态、
中间态, 传统的实验方法很难得到, 也就无法对分
子构象与相互作用动力学过程进行直接测量. 另
外, 传统的实验方法中样品中的分子一般是在溶液
中自由扩散的, 而在生物体内有许多生物大分子如
细胞骨架蛋白、分子马达蛋白等会受到拉力的作

用 [2,5,6]. 研究生物大分子的力学性质是传统的生
化实验方法所不容易实现的. 由于缺乏对生物分子
在单个分子水平上的定量理解, 许多生物模型还停
留在定性描述与猜想的阶段.

在最近的 20多年里, 单分子实验技术蓬勃地
发展起来. 其中一类是单分子荧光技术 [7,8], 一类
是单分子操控技术 [9−12]. 二者都是以单个生物分
子作为测量对象, 单分子荧光技术依靠各种荧光标
记手段和具有单光子探测灵敏度的相机进行研究,
单分子操控技术将所研究的单个分子连接在力学

探针上面, 对分子施加拉力或控制分子的伸长, 分
子的力学响应和构象转变可以通过测量到的拉力

伸长曲线来表征.
单分子荧光技术可以被用于体外和体内的各

种情况下. 在只有单个荧光分子被测量, 或者不同
的荧光分子的图像没有重叠时, 通过图像分析可以
得到远远高于光学衍射分辨率的定位精度, 大量的
荧光分子在不同的时刻分别被以纳米的精度定位,
然后重新组合在一起, 就构成了超高分辨的荧光显
微图像 [13,14]. 2014年诺贝尔化学奖授予了超高分
辨成像技术. 另外一种单分子荧光技术是单分子福
斯特共振能量转移技术 (FRET), 通过在分子的不
同位点标记doner 和 acceptor两种荧光分子, 测量
两种荧光分子的发光强度可以得到他们之间的能

量转移效率和相应位点之间距离的信息, 这样能够
直接测量生物分子构象变化以及相互作用的精密

信息以及动力学过程 [15,16]. 单分子荧光技术的主
要限制是需要对分子进行荧光标记以及由于荧光

湮没现象无法进行长时观测.
荧光技术是被动的观察, 而单分子操控可以对

所研究的分子进行主动的力学操控, 通常这类技术
可以将单个纳米尺度的生物大分子连接于微米尺

度的小球或者微悬臂梁之间, 对其进行拉伸并测量

分子的伸长和产生的拉力. 针对该分子在力学拉伸
下的形变进行精密测量, 能够获得该分子的构象转
变的动态信息以及力学稳定性. 此外, 由于分子相
互作用一般会导致分子形变; 因此, 这种单分子力
学响应测量也能够获取分子动态相互作用的精确

信息. 由单分子力学响应测量不需要对生物分子
进行荧光标记, 所以可以对单个分子进行长时间测
量. 目前最为流行的单分子操控的实验技术有原子
力显微镜 [17]、光镊 [18]、和磁镊技术 [19], 另外还包
括早期的光纤微针技术 [20]和最新发展的声压力谱

技术 [21]. 本文主要介绍几类最常见的单分子操控
技术及其应用.

2 几种典型的单分子操控技术

基于生物分子力学响应的单分子操控技术, 如
原子力显微镜、光镊和磁镊等, 由于其实验操控单
分子的实验方法不同, 各自有其最适合的实验对象
和实验条件, 包括适合测量的生物大分子的种类、
分子伸长的范围、所施加的拉力大小的范围、可以

达到的空间精度和时间精度、所需要控制的缓冲液

条件和温度等 [12]. 目前, 几种常用的单分子操控技
术的技术指标排序是: 设备稳定性——磁镊 (实验
时间尺度可达数小时), 光镊 (实验时间尺度范围分
钟到小时), 原子力显微镜 (实验时间尺度范围秒到
分钟); 空间分辨率——原子力显微镜 (< 1 nm), 光
镊 (nm),磁镊 (nm). 时间分辨率——原子力显微镜
(< 1 ms), 光镊 (< 1 ms), 磁镊 (> 1 ms). 下面我们
介绍三种最常见的单分子操控技术的原理.

2.1 原子力显微镜

原子力显微镜单分子操控技术利用一个微悬

臂梁拉伸连接于微悬臂梁与基底表面的生物分子.
分子的伸长可以通过压电陶瓷控制的微悬臂梁或

基底的移动来控制, 而分子承受的拉力可以通过微
悬臂梁的弯折来测量. 原子力显微镜最初是用于对
样品形貌的扫描成像, 其所用的微悬臂梁的尺寸较
大, 弹性系数也比较大, 这会影响到拉力的精度和
分子构象转变的动态响应时间. 适合力谱测量的微
悬臂梁往往具有较小的尺寸和弹性系数.

对于微悬臂梁的弯折角度的测量是利用一束

激光打到微悬臂梁的背面并被反射, 利用四象限光
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电探测器得到反射激光的位置来得到微悬臂梁的

弯折情况. 所以, 其测量具有非常高的时间分辨率
和空间分辨率 [22,23].

利用原子力显微镜进行力谱测量时, 特别是蛋
白质去折叠的测量过程中, 微悬臂梁需要进入到蛋
白质分子所适合的溶液环境中, 这往往会使得微悬
臂梁的弹性性质发生缓慢的变化. 另外, 基底与微
悬臂梁的相对位置也会发生一定的机械漂移. 这些
系统的漂移虽然是随时间缓慢变化的, 但时间稍微
长一些就会产生很大的影响. 所以原子力显微镜的
单分子力谱测量一般要在若干秒钟的时间内完成,
使得它难于测量比较慢的动力学过程. 原子力显微
镜进行力谱测量的示意图如图 1所示.

图 1 原子力显微镜进行力谱测量的示意图 蛋白质被连

接于基底与微悬臂梁的针尖之间. 随着压电陶瓷控制基底
的收缩, 蛋白质被拉伸, 其感受到的拉力由微悬臂梁的偏
折得到. 当蛋白质发生构象转变或去折叠时, 其伸长和拉
力都会发生跳变

Fig. 1. Schematic figure of atomic force microscope
measuring force spectroscopy of proteins. The stud-
ied protein is linked in between substrate and the tip
of micro-cantilever. Piezo-actuator controls the move-
ment of substrate along force direction to stretch pro-
tein. Force is measured from the deflection of micro-
cantilever with calibrated spring constant. During the
experiment, when protein unfolds from stable compact
structure to flexible polypeptide, the extension and
force will jump suddenly.

原子力显微镜还可以用来研究配体和受体的

相互作用. 配体和受体分别被特异性的连接到基
底和微悬臂梁探针上, 然后通过接触使他们结合在
一起, 稍稍后撤探针并保持一个恒定的拉力. 当配
体和受体断开时, 微悬臂梁会回复到偏折为零的状
态. 这样测得的拉力依赖的配体 -受体解离时间对
于研究其功能具有重要的生物意义. 一般情况下解

离时间会随着拉力增大而指数依赖的快速减少, 但
也存在一些情况解离时间会随着拉力增大而增长,
这就是著名的 catch bond现象 [6,24,25].

2.2 光 镊

光镊是利用高度汇聚的激光来制作一个可以

束缚直径为几百纳米到几个微米的小球的光势阱.
当把小球通过一个生物分子连接到一个固定表面

时, 或者将生物分子连接于两个小球之间时, 移动
光势阱的位置就可以对该分子进行拉伸 [26,27]. 分
子所受拉力的大小可以通过小球在光势阱中离开

平衡位置的距离来进行确定. 原子力显微镜和光
镊两种技术在物理上等价于将生物分子连接一个

已知弹性系数的微弹簧, 并通过控制微弹簧位置实
现对生物分子的力学拉伸与测量. 在测量中, 控制
量是弹簧末端的位置, 被测量是生物分子长度和
拉力.

光镊等效势阱的弹性系数可以通过控制光强

方便地进行调节, 一般实验中常用的弹性系数比原
子力显微镜的微悬臂梁要小, 可以有更高的测力的
精度. 光镊所操纵的小球可以在光学显微镜中观察
到, 同时可以高精度地移动没有连接的小球. 所以,
光镊可以全程控制单分子测量的连接、拉伸、测量

的过程, 也可以与微流控系统相配合, 实现溶液条

RNA

transcript

RNA polymerase

Template DNA
Bead

Laser beam

图 2 光镊对RNA聚合酶研究的示意图 RNA聚合酶被
连接在一个小球上, DNA 被连接在另外一个小球上, 在
基因转录的过程中, 由于RNA聚合酶沿着DNA模版的
运动, 连接于两个小球之间的DNA片段会缩短. 通过测
量DNA的伸长和拉力, 可以得到RNA聚合酶进行基因
转录的动力学过程

Fig. 2. Schematic figure of optical tweezers studying
the mechanism of RNA polymerase. RNA polymerase
is anchored on the surface of a bead, while DNA is
linked to another bead. During the process of gene
transcription, DNA segment between two beads will
be shortened. Through detailed measurement of DNA
extension and tension, the dynamic process of gene
transcription can be studied.
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件的控制. 图 2给出了光镊对RNA聚合酶研究的
示意图.

2.3 磁 镊

不同于原子力显微镜和光镊, 磁镊利用有梯度
的磁场对顺磁性小球施加可以控制大小的拉力, 然
后通过显微镜的图像分析测量所连接的分子的伸

长变化 [28]. 由于其产生作用力的原理不依赖于显
微镜 (例如光镊)或者微悬臂梁的光反射测量系统
(例如原子力显微镜), 可以做到拉力控制和光学测
量的相互独立, 这使得磁镊具有及其高度的稳定
性 [29−31]. 在测量中, 磁镊的控制量是拉力, 被测量
是长度. 相比原子力显微镜和光镊, 磁镊测量结果
的解释具有更好的理论简单性. 此外, 磁镊可以轻
易通过旋转磁场对分子施加扭转控制, 在DNA超
螺旋结构研究领域具有非常重要的作用.

磁镊控制的是拉力的大小, 如果是没有连接的
磁球, 会在恒定的拉力作用下飞到样品槽靠近磁铁
的侧面上. 所以需要在施加拉力之前先做好分子与
磁球和基底表面的连接. 然后施加外力, 对样品进
行筛选, 找到单个分子连接的磁球进行测量.

磁镊可以方便地控制磁球的转动, 进而对
DNA引入超螺旋 [19]. 改变磁场的设计也可以测
量DNA在被扭转时收到的扭矩的大小 [32,33]. 当磁
场的磁力线方向与拉力方向相同时, 磁球可以自由

N S

图 3 磁镊对DNA进行拉伸的实验示意图. 一条双链
DNA被连接于玻璃表面与超顺磁球之间, 通过调节永久
磁铁的高度位置可以改变DNA拉力的大小, 通过旋转磁
铁在DNA上产生扭矩和超螺旋
Fig. 3. Schematic figure of DNA stretching by mag-
netic tweezers. Double stranded DNA is linked be-
tween coverslip surface and super-paramagnetic tweez-
ers. Force can be controlled by changing the vertical
position of permanent magnets, while torque and su-
percoil can be induced by rotating the magnets.

转动, 这样可以得到DNA扭转变化的信息 [34]. 磁
镊对DNA进行拉伸的实验示意图如图 3所示.

3 单分子操控技术的理论基础

不同的单分子操控实验技术都是在测量生物

大分子的拉力伸长曲线. 生物分子的弹性形变、熵
弹性性质、和构象转变都可以通过其拉力伸长曲线

得到反应. 对于特别感兴趣的构象转变的细节, 还
可以在临界拉力附件的恒定拉力下测量分子构象

转变的动态过程 [35].

3.1 高分子的拉力拉伸曲线

几乎所有的生物大分子都是高分子, 即有多个
单元构成的长链状分子. 例如DNA或RNA是由核
苷酸单元构成的高分子, 蛋白质是由氨基酸残基构
成的高分子. 我们首先需要了解高分子的拉力伸长
曲线. 具体研究某种生物大分子, 其弹性性质可能
在不同的拉力范围由其不同的性质所主要决定, 需
要具体问题具体分析. 比较小的折叠好的蛋白可以
被看作纳米刚体, 其拉力伸长曲线由热力学决定,
具有简单的解析解 [35]. 因此, 过去十多年的单分子
操控研究已经使得大部分生物高分子不同构象的

拉力伸长曲线获得的相当完备的理论理解.
很多生物大分子构象的力学响应都可以用特

定的高分子模型来描述. 例如对于一个柔性的高
分子链状分子, 在外加拉力不是特别大的情况下,
一般柔性连接链 (free joint chain, FJC)的模型可
以给出其熵弹性性质 [18], 对于一个由N段长度为

b的短棒自由连接在一起的高分子模型, 其全长是
L = Nb. 在受到拉力 f时其伸长满足如下方程:

z

L
= coth

( fb

kBT

)
− kBT

fb
,

其中 z代表分子在拉力方向的平均伸长, kB是玻尔

兹曼常数, T是绝对温度.
而对于局部具有一定的弯曲弹性的高分子, 虫

链 (worm-like chain, WLC)是适合的模型来描述其
在很大拉力范围内拉力拉伸响应 [36−38]. 在较大拉
力作用下, 虫链的伸长与拉力的关系满足

z = L

(
1−

√
kBT

4Af

)
,
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虫链中反应高分子弯曲弹性的参数是驻留长度A,
在没有外力作用下, A是虫链在三维空间中局部切
向量延高分子链的相关长度. 在小力近似下, 虫链
的弹性性质是高斯链的线性弹性. 对大力和小力小
的公式进行插值近似处理, 可以得到一个被广泛使
用的虫链的拉力伸长方程 [36]:

fA

kBT
=

z

L
+

1

4 (1− z/L)
2 − 1

4
.

3.2 生物大分子的稳定性

生物大分子的功能依赖于其特定构象. 通常,
一个生物分子可以具有不同构象, 实现不同功能.
比如双链DNA、单链DNA、四链体DNA、Z-DNA
等,都是不同的DNA构象. 类似DNA,蛋白质也可
以具有不同构象, 比如不同的折叠结构以及去折叠
结构. 单分子操控技术提供了一种不同的研究生物
大分子构象稳定性的方法. 当该分子受到特定拉力
作用时, 分子的自由能G除了其内部相互作用的部

分外还有一项来自外力的贡献:

G = G0 − fz,

其中G0是分子内部相互作用贡献的自由能, −fz

是由于外力 f作用引入的能量项.
由于生物大分子的不同构象通常具有不同的

力学拉伸曲线, 外力能影响不同构象之间的相对稳
定性, 能导致不同构象之间的热力学转变. 如果不
同构象的拉力拉伸曲线已知, 那么通过测量该分子
的外力导致的构象转化可以直接获取该分子的构

象稳定性. 拉力作用下的两种状态的自由能差∆G

由方程给出:

∆G = ∆G0 −
∫ f

0

∆z(f)df,

其中∆G0是拉力为零时两种状态的自由能之差,
∆z(f) = z2(f)−z1(f)是所研究的分子的两种不同

状态在拉力 f下的伸长之差, 其中 z1(f)和 z2(f)是

分子的状态1和状态2在一定拉力下的伸长.

3.3 生物大分子之间的相互作用

一个生物大分子的功能通常基于它与其他生

物分子的结合. 因此, 生物大分子与其他分子相互
作用是传统生化的研究重点. 单分子操控技术提供
了一种新型的测量方法. 这是因为当一个生物大
分子与其他分子结合时, 通常会伴随纳米尺度的形

变, 这种形变可以被单分子操控技术直接探测到.
此外, 一个生物大分子与其他分子结合状态与去结
合状态可以被看作两个不同构象, 通常具有不同的
拉力伸长曲线. 因此, 拉力大小会影响该生物大分
子与其他分子的结合强度. 通过测量结合强度与
拉力的依赖关系, 经常可以直接获得生物大分子与
特定分子结合的物理特性. 比如, DNA弯折蛋白,
DNA硬化蛋白, 以及DNA嵌入蛋白会导致完全不
同的DNA力学响应 [39]. 相比传统体生化实验, 这
种单分子操控生化测量具有更高的精度和实时性,
提供更丰富的物理信息等优点.

4 单分子操控技术的应用

几种单分子操纵技术虽然都是在测量分子的

拉力伸长响应, 但各自有最适合的研究体系. 下面
分别介绍原子力显微镜、光镊、和磁镊的典型研究

体系.

4.1 原子力显微镜对于蛋白质去折叠

的研究

原子力显微镜被广泛应用于蛋白质去折叠、配

体受体相互作用方面的研究. 在实验过程中, 蛋白
质首先以一定密度连接到基底上, 然后用微悬臂梁
的针尖压在表面上, 蛋白质会以一定的概率和针尖
连接上, 或者是非特异性连接, 或者和经过修饰的
针尖的特异性连接. 然后控制压电陶瓷来对蛋白质
进行拉伸, 当蛋白质没有发生去折叠转变时, 拉力
随着拉伸的进行而非线性的增加. 拉力会使蛋白质
的自然构象变得不稳定而增大去折叠转变的概率.
当蛋白质去折叠突然发生时, 整个蛋白质分子的总
长度会增长. 长度的突然增加使得微悬臂梁的偏折
减小, 分子感受到的拉力也就突然降低. 继续拉伸
可以使拉力重新非线性的增加. 非线性的拉力伸长
曲线主要反应的是去折叠后多肽链的熵弹性的响

应, 可以用虫链的模型来解释.
针尖有时候会和表面有一定的非特异性相互

作用, 即使没有所研究的蛋白质连接于基底与针尖
之间, 也会得到类似的测量信号. 为了更容易排除
非特异性连接造成的干扰, 蛋白质样品往往被通过
基因工程方法构造成多个相同的结构域连接在一

起的蛋白质, 这样人们可以同时对多个结构域进行
拉伸 (图 4 ). 蛋白质去折叠的过程是一个随机过程,
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虽然连接在一起的蛋白质结构域受到同样的拉力

作用, 但是它们不会同时发生去折叠转变. 只要有
一个结构域去折叠, 拉力就会突然减小, 继续拉伸
拉力会重新增大. 这样就会得到一条锯齿状的拉力
拉伸曲线. 通过分析去折叠拉力的分布与拉伸速度
的依赖关系, 可以得到蛋白质去折叠过渡态的重要
信息.

F
o
rc

e

Extension

50 nm

2
0
0
 p

N

18.0 nm

18.2 nm

图 4 连接在一起的 8个蛋白质GB1结构域同时被原子力显
微镜拉伸. 在拉伸过程中, 拉力拉伸曲线可以用一系列的总
长逐渐增加的虫链模型来描述. 每一个拉力的尖峰对应一个
GB1结构域被去折叠成多肽链 [40]. 图从文献 [40]中取得并
经过修改

Fig. 4. Eight concatenated repeats of protein GB1 are
stretched by atomic force microscope. During the process
of stretching, the force-extension curve can be modeled by
a series of worm-like chain with increasing contour length.
Each force peak in the saw-tooth pattern of force-extension
curve corresponds to the unfolding of one GB1 domain.
Figure was adapted from [40].

原子力显微镜也可以研究蛋白质在恒定拉力

作用下的去折叠过程, 这需要在系统中加入负反
馈机理来实时的调节蛋白质分子的伸长, 使得蛋
白质受到一个恒定的拉力 (即微悬臂梁的偏折保
持一个恒定的角度), 这种模式叫作 force-clamp模
式 [41,42]. 在某个时刻蛋白质发生去折叠, 拉力减
小, 反馈机理会控制压电陶瓷迅速拉伸分子使得拉
力回复到原来的设定值. 这样得到的伸长随时间的
变化是一组台阶状的曲线, 每个台阶对应一个结构
域发生去折叠转变. 由于反馈机理很难做到十分完
美, 系统具有有限的响应时间, 所以实际蛋白质受
到的拉力是一个大小为设定值的拉力与反馈噪音

的叠加. 有时候拉力反馈系统会对所研究的分子的
构象转变的动力学过程造成一些影响.

4.2 磁镊对于DNA蛋白质相互作用的
研究

双链DNA和单链DNA在不同的溶液环境下
的弹性性质已经被细致的研究过了, 例如, 双链
B-DNA的拉力拉伸曲线在小于 30 pN拉力区间
内可以用总长可延展的虫链模型来描述 [36], 在
30—60 pN区间可以用耦合了螺旋的虫链模型来
描述 [43], 在 65 pN左右会发生过度拉伸的构象转
变, 过度拉伸转变的本质高度敏感于温度、溶液中
盐浓度等条件, 在高温低盐条件下会转变成单链
DNA, 在低温高盐条件下会转变成一种新的DNA
构象——S-DNA [44,45].

在体内, 很多种蛋白质会和DNA结合在一起,
起到DNA组织和基因调控的重要作用. DNA蛋白
质的复合体的拉力拉伸曲线一般会和裸露的DNA
有所差别, 并且这种差别与DNA与蛋白质的相互
作用模式密切相关. 所以, 我们可以通过测量DNA
蛋白质复合体的拉力拉伸曲线来研究他们之间相

互作用的性质.
DNA与蛋白质的相互作用模式主要有如下几

种: 缠绕 (如核小体) [46], 弯折 (如低浓度时的HU,
Fis) [47,48], 交联 (如有二价阳离子存在时的HNS),
协作性覆盖并硬化 (如没有二价阳离子存在时的
HNS) [49]. 不同的相互作用模式具有典型的拉力拉
伸曲线, 这样通过磁镊单分子的测量, 不仅可以得
到其相互作用的结合常数, 还可以得到相互作用模
式、解离和结合的速率及其协作性等信息 (图 5 ).

4.3 磁镊对于蛋白质折叠的研究

蛋白质折叠与去折叠的单分子研究主要是

用原子力显微镜力谱技术, 但是原子力显微镜受
到力的精度和稳定性方面的限制. 近年来, 光镊
也被用来研究蛋白质的折叠与去折叠过程, 当需
要较大外力时, 光镊中聚焦激光的热效应不可忽
略. 另外光镊总需要在所研究的蛋白质上连接一
条或两条DNA作为手柄使得两个小球不要距离
太近.

最近我们发展了利用磁镊研究蛋白质折叠、去

折叠及相互作用的技术. 在蛋白质的氨基端和羧基
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端标记了可以特异性结合的标记后, 所研究的蛋白
质可以直接被连接于玻璃基底与超顺磁小球之间,
不需要DNA手柄就可以进行蛋白质的拉伸实验.
当然, 如果加了DNA手柄, 我们可以利用DNA在
65 pN发生过渡拉伸构象转变的性质对拉力进行更
高精度的标定. 在没有DNA手柄时,依赖超顺磁球
的热运动也可以对拉力进行标定 (小于 10%误差).
通过调节永久磁铁的位置, 拉力可以在 0—200 pN
范围内调节. 200 pN可以使得最稳定的蛋白质在

几秒时间内发生去折叠.

磁镊是严格的恒定拉力系统, 不需要复杂的反
馈系统, 而且整个系统非常稳定, 可以连续对单个
分子进行若干个小时甚至几天的测量. 虽然在时间
分辨率和空间分辨率上与光镊和原子力显微镜有

些差距, 但其特点使得它更适合研究在体内承受拉
力的而且力学稳定性非常好的蛋白质的折叠、去折

叠特性 (如肌肉中的蛋白质 titin)(图 6 ) [35].
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图 5 利用磁镊对的DNA与蛋白质HNS相互作用的模式与强度的测量 (a) 在溶液中没有二价阳离子时, HNS协
作性的覆盖在DNA上形成复合物, 复合物的总长保持不变, 但是弯折硬度增加 (可以从虫链模型拟合得到的驻留长
度得到); (b) 在溶液中有Mg离子存在时, 在拉力缩小到 0.2 pN时, 由于HNS可以与DNA的不同位点同时结合,
使得DNA发生交联凝聚, 长度持续性的缩短. 图从文献 [49]中取得并经过修改
Fig. 5. The interaction models of HNS with DNA at different environment condition were studied by magnetic
tweezers: (a) Without divalent ions like magnetism and calcium in the solution, HNS will polymerize along
DNA to form a rigid rod-like complex with the same contour length as naked DNA and longer persistence
length; (b) with divalent ions in the solution, DNA will condense to decrease its length when force is dropped
to 0.2 pN, which indicates that HNS with divalent ions can cross-link DNA. Figure is adapted from Ref. [49].
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图 6 利用磁镊研究蛋白质折叠与去折叠. 肌肉蛋白 titin中的 I27结构域被连接于玻璃表面与超顺磁球之间. 当拉
力增加到 80 pN时, 蛋白质的伸长发生阶梯状的增长, 其中每个阶梯是一个蛋白质结构域发生去折叠转变. 当拉力
减小到 4 pN左右或更小时, 蛋白质的伸长阶梯状的缩短, 显示每个蛋白质结构域独自折叠成自然状态的结构. 图从
文献 [35] 中取得并经过修改
Fig. 6. Study of protein folding and unfolding by magnetic tweezers. I27 domain in muscle protein titin was
linked between coverslip surface and super-paramagnetic bead. When force increased to 80 pN, extension of
protein increases stepwisely, which indicates the unfolding of each protein domain. When force was relaxed
to 4 pN or less, extension of proteins dropped stepwisely, showing the folding process to its native state
independently. Figure was adapted from Ref. [35].
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5 讨论、结论与展望

单分子操控技术作为新兴的生物物理实验技

术, 经过 20年余年的发展, 已经在研究蛋白质、核
酸等生物大分子的功能机理等方面方便得到了

广泛的应用. 由于其技术的独特性, 对于研究生
物大分子的力学响应、分子马达的作用机理等方

面是其他技术所无可取代的. 在单分子操控技
术最初的发展阶段, 人们需要在实验室中自主设
计和搭建这些设备, 这对于生物背景的研究者是
一个巨大的障碍. 随着单分子操控技术的日益成
熟, 现在市场上已经有越来越多的商业化的单分
子操控设备, 在技术指标和易用性方面在不断地
提升, 这必将进一步推动单分子操控技术的广泛
应用.

单分子操控技术还在进一步的发展中. 按照所
研究的具体问题的需要, 单分子技术在实现更高的
稳定性 [50], 更高的时间与空间分辨率 [51,52], 与其
他生物物理技术的结合从而提供更多的测量信息

方面还在不断地进步 [53,54].
传统的单分子操控技术只能测量所施加外力

的两个末端的伸长变化, 生物分子的构象变化需要
在其首末端伸长上有所体现才能进行测量. 单分子
操控技术的另一个重要的发展方向是与荧光技术

相结合, 进而可以测量除了伸长之外更多的信息.
目前在光镊 [53], 磁镊 [54]中, 都已经发展了与荧光
技术相结合的实验方案, 使得我们在对单分子进行
操控的同时测量分子相互作用与构象变化的更加

多维度的信息.

感谢陈虎实验室的袁国华和严洁实验室的乐世敏、姚

明曦的有益讨论.
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Abstract
Biomolecules such as proteins and nucleic acids play critical roles in biological processes. Traditional molecular

biological experimental techniques usually measure the properties of an ensemble of molecules. The detected signal
originates from the average response of large number of molecules, which often conceals the detailed dynamic information
about conformational transitions. In addition, many biomolecules, such as cytoskeleton proteins and molecular motors,
are subjected to stretching forces or are able to generate force while playing their biological roles in vivo. It is difficult
for traditional experimental methods to be used to study the mechanical response of biomolecules. Single molecule
manipulation techniques developed in recent twenty years are capable of manipulating and measuring the property of
single molecule. Especially, the force response of single molecule can be measured in high precision. The most popular
single molecular manipulation techniques are atomic force microscope, optical tweezers, and magnetic tweezers. Here we
introduce the principle, capability of force and extension measurement, spatial and temporal resolutions of these three
techniques. Applications of single molecular manipulation techniques in the conformation transitions of DNA, protein,
and their interactions, and mechanism of molecular motors will be briefly reviewed. This review will provide a useful
reference to biologists to learn and use single molecular manipulation techniques to solve biological problems.
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